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A talalmany targya mikrobiologiai eljaras az (I) kepletu mikofenolsav (Ri 
jelentese metil-csoport es R 2 jelentese hidroxil-csoport) es szarmazekai 
[(I) kepletben Ri jelentese metil-csoport vagy hidroximetil-csoport, tovabba R2 
jelentese amino-csoport] eloallitasara. Az (I) kepletu mikofenolsavat [kemiai 
neve: (E)-6-(1,3-dihidro-4-hidroxi-6-metoxi-7-metil-3-oxo-5-izobenzofuranil)-4- 
metil-4-hexensav] a gyogyaszatban immunszuppresszfv hatasa alapjan 
alkalmazzak. 

A mikofenolsavat eldszor Penicillium glaucum fermentleveben mutattak ki 
1896-ban [cit post: Jones, E.L. es munkatarsai, J. Invest. Dermatol., 65, 537 
(1975)], majd kesobb mas, a Penicillium genusba tartozo fajok, pi. 
P. brevicompactum, P. stoloniferum, P. echinulatum, P. roqueforti es 
P. viridicatum fermentlevebol is izolaltak. A szerkezeti kepletet 1952-ben 
hataroztak meg [Birkinshaw, J.M. es munkatarsai, Biochem. J., 50, 630 (1952)]. 
A felfedezest kovetoen leirtak antibakterialis hatasat, azonban patogen 
Staphylococcus tdrzsek gyorsan rezisztense valtak ellene, Igy ebben az 
iranyban nem fejlesztettek tovabb [Abraham, E.P. es munkatarsai, Biochem J., 
39, 398 (1945)]. A vegyulet antifungal hatasat is kimutattak nehany 
Epidermophyton es Trichophyton torzs ellen, valamint antiviralis hatasa is 
igazolast nyert tobbek koz6tt Herpes simplex virussal szemben [Williams, R.H. 
es munkatarsai, J. Antibiot., 21, 463 (1968)]. Ugyancsak leirtak daganatellenes 
hatasat is, amelynek intenzlv kutatasa az elmult evekben kezdodott meg 
[Sidi.Y. es munkatarsai, Br. J. Cancer, 58, 61 (1988)]. Gyogyaszati alkalma- 
zast, mint immunszuppresszfv hatoanyag, a 80-as evek masodik feleben leirt 
morfolino-etil eszter szarmazeka nyert. 

A mikofenolsav szeleskoru biologiai aktivitasa azzal magyarazhato, hogy 
gatolja az inozin 5'-monofoszfat dehidrogenaz es a guanin 5'-monofoszfat 
szintetaz enzimek aktivitasat, melynek kovetkezteben a guanin szintezis 
csokken. A guanin szintezis egyes sejtekben egy masik uton, a hipoxantin- 



guanin-foszforibozil-transzferaz enzim altal is megvalosulhat. Ez azonban 
hianyzik a T- es a B-Iimfocitakban, igy ezek szaporodasat a mikofenolsav 
szelektfven gatolja. 

A hetvenes evektol kezdve szamos mikofenolsav szarmazekot eloallitottak. 
Az izobenzofuranil gyurun es a 4-metil-4-hexensav oldallancon is vegrehajtot- 
tak modosftasokat mikrobiologiai illetve kemiai uton is [Jones, D.F. es 
munkatarsai, J. Chem. Soc, 1725 (1970)]. Egyes mikofenolsav szarmazekok 
daganatellenes tesztekben a mikofenolsawal kozel azonos aktivitast mutattak 
[Sweeney, M.J. es munkatarsai, Cancer Research, 32, 1795 (1972)]. 
Eloallitottak olyan mikofenolsav szarmazekokat is, amelyek az inozin 
5-monofoszfat dehidrogenazt a mikofenolsavhoz kepest hatekonyabban 
gatoltak [Sweeney, MJ. es munkatarsai, Cancer Research, 32, 1803 (1972)]. 

A talalmany celja egyreszt olyan mikroorganizmus elkiilonitese es fejlesztese, 
amely felhasznalasaval az irodalomban ismert megoldasoknal elonyosebben 
tudunk mikofenolsavat eloaWtani. A talalmany celja tovabba mikrobiologiai 
eljaras biztosftasa mikofenolsav es uj, potencialisan gyogyaszatilag hatekony 
mikofenolsav szarmazekok eloallitasara. 

Az uj, mikrobiologiai eredetu hatoanyagok kereseset celzo kutatasaink soran 
kulonbozo foldrajzi helyekrol gyujtott talajmintakbol izolalt mikroorganizmusokat 
vizsgaltunk meg. Az antifungal screen-program kereteben izolaltunk egy 
fonalas gomba torzset, amelynek fermentleve mikofenolsavat tartalmazott. 
E torzsbol mutacios-szelekcios modszerek alkalmazasaval allitottunk elo egy 
mutans torzset, amely magas koncentracioban termeli a mikofenolsavat. 
Mutacios agenskent ultraibolya besugarzast es N-metil-N-nitro-N-nitrozo- 
guanidint alkalmaztunk. 



A mikofenolsav bioszinteziset lelrtak Penicillium glaucum, Penicillium 
stoloniferum, Penicillium brevicompactum, Penicillium scabrum, Penicillium 
nagemi, Penicillium patrismei, Penicillium griseobrunneum es Penicillium 
viridicatum torzsek eseteben. A mikofenolsav bioszintezise soran eltero uton 
kepzodik a molekula izobenzofuran gyurus resze, illetve a hozza kapcsolodo 
hettagu oldallanc. Az oldallanc bioszintezise a szteranvaz szinteziset koveti 
farnezil-pirofoszfatig. Az izobenzofuran gyurus molekulareszlet egy 
acetil-CoA-bol es harom malonil-CoA-bol kepzodik. Az aromas gyuruhoz 
kapcsolodo metil-csoport S-adenozil-metioninbol epul be a molekulaba. 
Az izobenzofuran gyiiru 6-os szenatomjahoz kapcsolbdik a farnezil-pirofoszfat, 
amelybol egy nyolctagu lane kihasadasa utan marad vissza a hettagu oldallanc. 
A bioszintezis utolso lepese a metoxi-csoport kialakulasa S-adenozil-metionin 
felhasznalasaval [Muth, W.L. es munkatarsai, Antimicrobial Agents and 
Chemotherapy, 8, 321 (1975)]. 

A szakirodalomban lelrt valamennyi mikofenolsavat termelo torzs a Penicillium 
genuson belul az Assymetrica szekcioba tartozik. Az altalunk izolalt torzs a 
taxonomiai meghatarozas alapjan a Penicillium genuson belul a 
Monoverticillata szekcioba tartozo Penicillium waksmani fajba sorolhato be, 
amelyrol az irodalomban eddig nem irtak le a mikofenolsav termelokepesseget. 

Az uj izolatum rendszertani meghatarozasat az alabbiakban adjuk meg. 
Altalanos kulturalis-morfoloaiai iellemvonasok: 

Az uj torzs-izolatum konidioforumainak felepftese es ezek againak, metulainak 
tovabba a fialidoknak elrendezodese tekinteteben jellegzetes kepviseloje a 
Penicillium genusnak. Sporulalo legmiceliuma altalaban barsonyos, fejlett. £rett 
allapotban kemenyito-ammonium-szulfat agaron: sotet barnasszurke; 
Sabouraud pepton - glukoz agaron: vilagos barnasszurke; Sabouraud glukoz 
agaron: sotetszurke; aszparagin-glicerin agaron: vilagoszold; Czapek (nitrat- 



Best Available Copy 



szacharoz) marhaveres agaron: barnasfekete; egyszeru Czapek agaron: sotet 
barnasszurke; malata agaron: sotetedo zold; malatakivonat - elesztokivonat - 
glukoz agaron: sotetedo barnasszurke; zabpehely agaron: sotet barnasszurke. 
Azokon a tapkozegeken, melyeken az erett legmicelium szurke vagy 
barnasszurke, a leghifak tomege kezdetben gyakran zold vagy kekeszold. 
A torzs szubsztratmiceliuma altalaban szmtelen vagy halvany sargasbarna. 
Oldodo pigment termelese egyetlen kozegen sem volt tapasztalhato. A telepek 
felulete kevesse rancolodo. A legmicelium atlagos vastagsaga 1-3 mm-t nem 
haladja meg. Melanoid-pigment termeles (tirozinaz aktivitas): negativ. 

A konidioforumok hosszusaga rendkivul valtozo: gyakorta kozvetleniil a 
szubsztratmicelrumbol nonek ki, maskor hosszabb tengelyfonal oldalso 
leagazasai (lasd 1. abra a-f konidioforum tfpusok, az a, d, e es f aszparagin - 
glicerin agaron, a b malata agaron, mig a c kemenyito - ammonium-szulfat 
agaron, g konidiumlanc). A torzs a Monoverticillata fajcsoportba sorolhato 
tekintve, hogy tulnyomo tobbsegeben egyetlen fialida orvbol alio ecseteket 
hordoz. Az ilyen Monoverticillata tipusu ecsetek nagyon gyakran "divaricata" 
modon (eloalloan) rendezettek (lasd 1. abra). Esetenkent biverticillium tipusu 
konidioforumok is eszlelhetok (lasd 1. abra). A fialidok alkotta orvok 2-8 
(tulnyomoan 3) taguak lehetnek. A konidiumok gombolyuek, inkabb sima 
feluletuek, meretiik 2-25 pm. A konidiumlancokban az egyes konidiumok szama 
meghaladhatja a 20-at. 

^lettani tulaidonsaqok: 

Eszkulin hidrolizis: pozitiv. Kenhidrogen termeles: negativ. NaCI-tolerancia: 
maximum 3 %-ig. pH-tolerancia: 3,0-9,0 ertekek kozott. Nitratbol nitrit, ammonia 
vagy gazkepzes nem volt kimutathato. Katalaz-teszt: pozitiv. Oxidaz-teszt: 
pozitiv. Urea-bontas: pozitiv. Lecitinaz es gelatinaz aktivitas: pozitiv. Gyenge 
kemenyito hidrolizis. Tween-20 hidrolizis: pozitiv, de a Tween-40 es -60 



hidrollzise nagyon gyenge. A szerves savak natrium soi koziil j6l n6vekedik 
benzoaton, szalicilaton, gyengen acetaton, tartaraton es szukcinaton. 
Egyaltalan nem, vagy csak nyomokban malonaton, piruvaton, laktaton es 
citraton. Kitunoen ertekesiti a gliikozt, fruktozt, arabinozt, xilozt, ramnozt, 
szachar6zt, raffmozt, mannitot es inozitot. Eroteljes savtermeleset eszleltuk 
(bromkrezol-bibor indikatorral Gordon, R.E. (1973) tapkozegen): gliikozon, 
szacharozon, ramnozon, dextrinen, melibiozon, maltozon, raffmozon, fruktozon, 
inoziton, inulinon, glicerinen xilozon, dulciton es manniton. A savtermeles 
galaktozon, arabinozon es szalicinen gyenge volt. 

Rendszertani helvzet: 

Az altalunk izolalt, mikofenolsavat termelo Penicillium torzset a Penicillium 
waksmani faj egy kozeli valtozatanak tekinthetjuk. Ezt az azonositast igazoljak 
a bemutatott 1 . tablazat adatai is. 

1. tablazat 

A Penicillium waksmani 6sszehasonlitasa az altalunk izolalt, mikofenolsavat 
termelo Penicillium torzs diagnosztikai belyegeivel 
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A talalmany egyreszt azon a felismeresen alapul, hogy az altalunk izolalt 
mikofenolsavat termelo Penicillium waksmani torzs, amelyet mutacios- 
szelekcios m6dszerekkel torteno fejlesztese utan NCAIM (P)F 001269 szamon 
letetbe helyeztunk a Kerteszeti es Elelmiszeripari Egyetemen (Budapest) a 
Mezogazdasagi es Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gyujtemenyeben - 
alkalmas fermentacios korulmenyek kozott magas koncentracioban 
mikofenolsavat termel. 

A talalmany alapjat kepezi tovabba az a felismeresunk is, hogy a talajmintabol 
ugyancsak altalunk izolalt Streptomyces sp., illetve Streptomyces 
resistomycificus tenyeszete a kepzodott mikofenolsavat olyan (I) altalanos 
kepletu vegyiilette kepes atalakitani, ahol R 1 jelentese metilcsoport, illetve 
hidroxi-metilcsoport es R 2 jelentese aminocsoport. 

A fentiek alapjan a talalmany targya mikrobiologiai eljaras az (I) altalanos 
kepletu vegyuletek eloallitasara, ahol R, jelentese metil- vagy hidroxi-metil- 
csoport, tovabba R 2 hidroxil- vagy aminocsoportot jelent, amely abban all, hogy 
a Mezogazdasagi es Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gyujtemenyeben 
NCAIM (P)F 001269 szamon letetbe helyezett Penicillium waksmani 
gombatorzset asszimilalhat6 szen- es nitrogenforrasokat, valamint asvanyi 
s6kat tartalmazd taptalajon 22-30°C-on tenyesztjuk es a kepzodott (I) altalanos 
kepletu vegyuletet, ahol R t jelentese metilcsoport es R 2 jelentese 
hidroxilcsoport, a fermentlebol elkulonitjuk es kivant esetben tisztitjuk, majd 
kfvant esetben 

a) olyan (I) altalanos kepletu vegyulet eloallitasara, ahol R, jelentese. 
metilcsoport es R 2 jelentese aminocsoport, a Mezogazdasagi es Ipari 
Mikroorganizmusok Nemzeti Gyujtemenyeben NCAIM (P)B 001275 
szamon letetbe helyezett Streptomyces sp. bakterium torzs tenyeszetevel 
vagy 

b) olyan (I) altalanos kepletu vegyulet eloallitasara, ahol R, jelentese 
hidroximetil-csoport es R 2 jelentese aminocsoport, a Mezogazdasagi es 



Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gyujtemenyeben NCAIM (P)B 001276 
szamon letetbe helyezett Streptomyces resistomycificus bakterium torzs 
tenyeszetevel 

asszimilalhato szen- es nitrogenforrasokat, valamint asvanyi sokat tartalmazo 
taptalajon, sullyesztett, levegoztetett kOrulmenyek kozott a biokonverzi6 
befejezodeseig fermentaljuk, majd a keletkezo (I) altalanos kepletu vegyuletet a 
tenyeszetbol elkul6nftj0k es kivant esetben tisztitjuk. 

A talalmany 6rtelmeben a mikofenolsav eloallitasara a Penicillium waksmani 
gomba tdrzs tenyeszetet hasznaljuk, amely sz6nforraskent j6l hasznosltja a 
gliikdzt, maltdzt, szacharozt, glicerint, malatakivonatot es a vizoldhatd kemenyi- 
tot. Nitrogenforraskent elesztokivonat, pepton, huskivonat, kazein, tripcasin, 
szojaliszt, kukoricalekvar, natrium-nitrat, ammonium-szulfat alkalmazhato. 

A mikofenolsav termelesere szolgalo taptalajokban a fenti szen- es 
nitrogenforrasokon kfvul asvanyi sok, pi. magnezium-szulfat, aminosavak, 
vitaminok es habzasgatlok lehetnek jelen. 

A mikofenolsav eloallitasara szolgalo talalmany szerinti eljaras egy elonyos 
kiviteli m6dja szerint Ogy jarunk el, hogy a Kerteszeti es £lelmiszeripari 
Egyetemen, a Mezogazdasagi es Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gyujteme- 
nyeben NCAIM (P)F 001269 szamon letetbe helyezett Penicillium waksmani 
torzs ferdeagar tenyeszeterSI desztillalt vizzel sporaszuszpenzidt keszittink. 
Ezen sp6raszuszpenzioval inokulum taptalajt oltunk, majd a 3 napos, 
24-28°C-on, eldnyosen 25°C-on novesztett inokulum tenyeszettel termelo 
taptalajt oltunk, melyet 7 napig 22-28°C-on, elonyosen 25°C-on inkubalunk. 
A tenyesztest aerob korulmenyek kozott vegezzuk, melynek soran a pH 3,5 es 
7,5 ertekek kozott valtozik. A fofermentacios szakaszban a levegobevezetes: 
120 liter/ora, a kevero fordulatszama pedig: 400/perc. 

Fermentacio kozben a fermentle hatoanyag tartalmat nagynyomasu 
folyadekkromatografias (HPLC) modszerrel illetve vekonyretegkromatografiaval 
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kapcsolt denzitometriaval hatarozzuk meg. Amikor a tenyeszet a legnagyobb 
koncentracioban tartalmazza a mikofenolsavat, a fermentaciot leallitjuk. 
A fermentle nagynyomasu folyadekkromatografias analizisenel metanollal 
4-szeresere hfgltott fermentle mintak centrifugalt feliiluszojat hasznaljuk 
(keszulek: LKB izokratikus rendszer; oszloptdltet: Nucleosil C 18 5 jam (BST); 
el6tet kolonna - 40x4 mm, analitikai kolonna - 250x4,6 mm; termosztalva 
25°C-on; meres 238 nm-nel; eluens: acetonitril-foszforsawal pH = 2-es ertekre 
allftott viz (60:40), aramlasi sebesseg: 1,0 ml/perc, injektalasi terfogat: 10 ml). 
A mikofenolsav retencios ideje 1 5,8 perc. 

Az olyan (I) altalanos kepleta vegyQIet, ahol jelentese metilcsoport es R 2 
jeientese aminocsoport, eloallitasara szolgalo talalmany szerinti eljaras egy 
elonyds kiviteli modja szerint ugy jarunk el, hogy a Kerteszeti es ^lelmiszeripari 
Egyetemen, a Mezogazdasagi es Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gyujteme- 
nyeben NCAIM (P)B 001275 szamon letetbe helyezett Streptomyces sp. 1/6 
jelu torzs ferdeagar tenyeszeterol desztillalt vizzel sporaszuszpenziot 
k6szftQnk. Ezen sporaszuszpenzioval inokulum taptalajt oltunk, majd a 3 napos, 
25-37°C-on, elSnyesen 28°C-on novesztett inokulum tenyeszettel termelo 
taptalajt oltunk, melyet 3 napig 25-32°C-on, elonyosen 28°C-on inkubalunk. 
A tenyeszethez adagoljuk a mikofenolsavat, majd a tenyesztest tovabbi 7 napig 
folytatjuk. 

Az olyan (I) altalanos kepletu vegyulet, ahol R, jelentese hidroximetil-csoport es 
R 2 jelentese aminocsoport, eloallitasara szolgal6 talalmany szerinti eljaras egy 
elonyos kiviteli modja szerint ugy jarunk el, hogy a Kerteszeti es Elelmiszeripari 
Egyetemen, a Mezogazdasagi es Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gyuj- 
temenyeben NCAIM (P)B 001276 szamon letetbe helyezett Streptomyces 
resistomycificus 1/28 jelu terzs ferdeagar tenyeszeterol desztillalt vizzel spora- 
szuszpenziot keszltunk. Ezen sporaszuszpenzioval inokulum taptalajt oltunk, 
majd a 3 napos, 25-37°C-on, elonyosen 28°C-on novesztett inokulum 
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tenyeszettel termelo taptalajt oltunk. melyet 3 napig 25-32°C-on, elonyosen 
28°C-on inkubalunk. A tenyeszethez adagoljuk a mikofenolsavat, majd a 
tenyesztest tovabbi 7 napig folytatjuk. 

A talalmany szerinti eljaras(oka)t az alabbi peldakkal szemleltetjiik: 
1 . oelda 

A Penicillium waksmani [NCAIM (P)F 001269] jelu mutans torzset, amely a 
mikofenolsavat magas koncentracioban bioszintetizalja, N-metil-N-nitro-N'- 
nitrozoguanidinnel vegzett mutacios-szelekcios kiserletben allitottuk elo. 
A talajmintabol izolalt, mikofenolsavat bioszintetizalo Penicillium waksmani 
tarzset MS jelu ferdeagaron novesztettuk 25°C-on 10 napig. 

MS taptalaj Ssszetetele: 

glukoz 4 g 

malatakivonat 10 g 

elesztokivonat 4 g 

agar 20 g 
1000 ml desztillalt vizben 

A ferdeagar tenyeszetrol 5 ml steril, 0,1 M foszfat pufferrel (pH 8,0) mostuk !e a 
sp6rakat. A sporaszuszpenzidhoz N-metil-N-nitro-N'-nitrozoguanidint adtunk 
1 mg/ml vegkoncentracioban. A szuszpenziot 28°C-on razattuk 
150fordulat/perc sebesseggel 35 percig. Ezt kovetoen a sporakat 
5000 fordulat/perc sebesseggel centrifugalva kiulepitettuk, majd felszusz- 
pendaltuk steril desztillalt vizben. A szuszpenziot MS jelu agarlemezekre 
szelesztettOk. A lemezeket 10 napig inkubaltuk 25°C-on, majd a kinott telepeket 
MS jelu taptalajra oltottuk. A kinott ferdeagar tenyeszetek mikofenolsav 
termelokepesseget a 2. peldaban leirt modon, razatott lombikos kiserletekben 
vizsgaltuk meg. 
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2. pelda 



A Penicillium waksmani [NCAIM (P)F 001269] jelu torzs malatakivonat- 
elesztokivonat tartalmu ferdeagaron novesztett 7-10 napos tenyeszeterol 5 ml 
steril desztillalt vlzzel lemossuk a sporakat es ezzel a sp6raszuszpenzi6val 
500 ml-es Erlenmeyer lombikban sterilezett 100 ml Ml jelu inokulum taptalajt 
oltunk, melynek osszetetele a kovetkezo: 



Ml jelu taptalaj osszetetele: 

glukoz 40 g 

kazein hidrolizatum 5 g 

natrium-nitrat 3 g 

kalium-dihidrogen-foszfat 2 g 

kalium-klorid 0,5 g 

magnezium-szulfat 0,5 g 

vas-szulfat 0,01 g 
1000 ml csapvlzben 



A taptalaj pH-jat sterilezes elott 6,0 ertekre allitjuk es a sterilezest 121°C-on, 
25 percig vegezzuk. A tenyeszetet malomszita razogepen (250 fordulat/perc, 
2,5 cm kit§r§s) 3 napig razatjuk, majd a kapott inokulum razott tenyeszet 5-5 
ml-evel 50 db, 500 ml-es Erlenmeyer lombikban, 25 percig, 121°C-on sterilezett 
100 ml A2 jelu taptalajt oltunk be. 



A2 jelu taptalaj osszetetele: • 

glukoz 80 g 

tripkazin 10 g 

1000 ml csapvizben. 
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A sterilezest 121'C-on, 25 percig vegezzuk. A lombikot malomszita razogepen 
(250 fordulat/perc, 2,5 cm kiteres) 7 napig 25-Oon razatjuk. A fermentle 
hatoanyagtartalmat HPLC-s modszerrel hatarozzuk meg. A fermentaciot 168 
oraig folytatjuk, majd a fermentlebol kinyerjuk a mikofenolsavat. 
5 liter fermentlebol, amely a fermentacio leallasakor 3100 mg/l mikofenolsavat 
tartalmaz, az alabbi modon izolaljuk a termeket. 

A fermentaci6 befejezese utan a fermentle kemhatasat pH= 3,2±0,2-re allltjuk 
20 tomeg%-os kensav oldattal, majd a savas fermentlet 2500 ml metilen- 
kloriddal 1 oran at kevertetjuk. Ezt kovet6en a fazisokat szetvalasztjuk, majd a 
vizes fazist az elobbiekben lefrt modon 3x1250 ml metilen-kloriddal extrahaljuk. 
Az egyesitett, mikofenolsavat tartalmazo metilen-kloridos extraktumot 1x500 ml 
es 2x250 ml 5 tomeg%-os natrium-hidrogen-karbonat oldattal kivonatoljuk. 
Az egyesitett, mikofenolsav-natriumot tartalmazo lugos vizes oldatot <20°C-ra 
hutjuk es az oldat kemhatasat 20 tdmeg%-os kensav oldattal pH = 3,2±0,2-re 
allltjuk. A kapott savas oldatot 3x280 ml metilen-kloriddal kivonatoljuk, majd az 
egyesitett metilen-kloridos extraktumot vakuumban beparoljuk. A kapott bepar- 
lasi maradekot forras kozben 110 ml benzolban oldjuk es 30 percen at 1,1 g 
aktiv szennel deritjuk. Az aktiv szen kiszurese utan a szurofeluletet ketszer 
forro benzollal atmossuk. Az egyesitett benzolos szurletet vakuumban 
beparoljuk, majd a kapott nyerstermeket forras kozben, 45 ml benzolban oldjuk. 
Ezt kovetoen a kapott oldatot szobahomersekletre hutjuk, majd egy ejszakan at 
0-5°C-on allni hagyjuk. A kristalyokat kiszurjuk, majd egyszer hutott benzollal es 
ketszer n-hexannal mossuk. A kapott termeket vakuumban 50-60°C-on 
szaritjuk. Ezt kovetoen a szaritott termeket 55 ml etilalkoholban oldjuk 60°C-os 
kulso homersekleten es a kapott oldathoz kevertetes kdzben 22 ml ionmentes 
vizet csepegtetunk. Az oldatot szobahomersekletre hutjuk, majd egy ejszakan 
at 0-5°C-on allni hagyjuk. A kristalyokat kiszurjuk, majd egyszer etanol - viz 
(4:10) eleggyel es ketszer n-hexannal mossuk, vegul vakuumban, 50-60°C-on 
sulyal.landosagig szaritjuk. fgy 9,0 g tiszta mikofenolsavat kapunk. 
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Olvadaspont: 141 °C. 

A kapott termek spektroszkopiai jellemzoi: 

Ultraibolya szinkep (20 mg/ml-es t6m6nysegben, 96%-os etanolban, 1 cm-es 
retegvastagsag): 





e 


log e 


Hozzarendeles 


215 


44640 


4650 


aromas sav 


249 


9250 


3966 


konjugacios sav 


304 


4950 


3694 


C=0 n-»p* atmenet 



IR: 3415; 1745; 1710; 1625 cm" 1 

1 H-NMR (CDCI 3 , 6 = 0 ppm): 5,16 (s, 2H, H 2 -1); 3,75 (s, 3H, 6-OCH 3 ); 2,0 (s, 
3H, 7-CH 3 ); 2,42 (t, J=8 Hz, 2H, H 2 -2'); 2,30 (t, J=8 Hz, 2H, H 2 -3'); 1,80 (s, 3H, 
4'-CH 3 ); 5,25 (t, J=6.6 Hz, 1H, H-5'); 3,38 (d, J=6,6 Hz, 2H, H 2 -6') 

13 C-NMR (CDCI3, 5 TMS = 0 ppm): 70,0, t (C-1); 172,8, s (C-3); 106,2, s (C-3a); 
153,5, s (C-4); 116,7, s (C-5); 163,6, s (C-6); 60,9, q (6-OCH 3 ); 122,0, s (C-7); 
11,5, q (7-CH 3 ); 144,0, s (C-7a); 179,4, s (C-1*); 32,7, t (C-2'); 34.1, t (C-3'); 
1 33,8, s (C-4'); 1 6,0, q (4'-CH 3 ); 1 22,9, d (C-5*); 22,5, t (C-6') 

Tdmegspektrumok 

Elektron ionizaci6s (El) tomegspektrum 
Jellemzo spektrum adatok: 

El: m/z 320 ([M] +# ); m/z 302 ([M - H 2 0] +# ); m/z 247 ([M - # CH 2 CH 2 -COOH] + ); 
m/z 229 ([247 - H 2 0]*); m/z 207 ([CnHnO^); m/z 159 ([C 10 H 7 O2D 
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Kemiai ionizaci6s (CI) tomegspektrum 
Jellemzo spektrum adatok: 

CI: m/z 321 ([M + H] + ); m/z 320 «M] +# ); m/z 303 ([M + H - H 2 0] + ) 

3. oelda 

A 2. peldaban leirt modon keszitett inokulum razott tenyeszet 250 ml-evel 
oltunk 5 Uteres hasznos terfogatu laborat6riumi fermentorban 45 percig, 
121°C-on sterilezett 5 liter A2 jelu termelo taptalajt. A beoltast kovetoen a 
fermentort 25°C-on, orankent 120 liter steril levegot atbuborekoltatva, es a 
keverot 400/perc fordulatszammal mukodtetve QzemeltetjQk. A fermentaciot 
168 oraig folytatjuk, majd a fermentlebol kinyerjuk a mikofenolsavat. A kapott 
4,9 liter fermentle a fermentacio vegen 2000 mg/l mikofenolsavat tartalmaz. 
A fermenlebol a mikofenolsav kinyerese a 2. peldaban leirt modon tortenik. 

4. pelda 

A Streptomyces sp. 1/6 jelu torzs (NCAIM (P)B 001275) CM jelu ferdeagaron 
n6vesztett tenyeszeterol sejtszuszpenziot keszitunk. 

A CM jelu agar taptalaj osszetetele a kovetkezo: 

glukdz 25 g 

pepton 2 g 

elesztokivonat 1 g 

magnezium-szulfat-viz (1 :7) 0,5 g 

kalium-dihidrogen-foszfat 5 g 

agar 20 g 
. 1000 ml desztillalt vizben. 
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A szuszpenzio 5 ml-evel 500 ml-es Erlenmeyer lombikokban sterilezett 100 ml 
MB jelu inokulum taptalajt oltunk, melynek osszetetele a kovetkezo: 

glukoz 20 9 

malatakivonat 30 g 

elesztokivonat 10 g 

magnezium-szulfat-viz (1:7) 1 g 

1000 ml csapvfzben. 
A taptalaj pH-jat sterilezes elott 7,0 ertekre allftjuk, a sterilezest 121°C-on, 25 
percig vegezzuk. A tenyeszeteket sfkrazogepen (250 fordulat/perc, 2,5 cm 
kiteres) 28°C-on, 3 napig novesztjuk, majd az igy kapott inokulum tenyeszet 5-5 
ml-evel 50 db 500 ml-es Erlenmeyer lombikban sterilezett 100-100 ml MBT jelu 
biokonverzios taptalajt oltunk, melynek osszetetele a kovetkezo: 



glukoz 


20 


g 


malatakivonat 


10 


g 


szojaliszt 


5 


g 


pepton 


10 


g 


magnezium-szulfat-vfz (1:7) 


1 


g 


kalium-dihidrogen-foszfat 


1 


g 


1000 ml csapvfzben. 







A taptaiaj pH-jat sterilezes elott 10 %-os vizes kensav oldattal 7,0 ertekre 
allltjuk, a sterilezest 121°C-on, 25 percig vegezzuk. A glukozt kiildn sterilezve 
oltaskor adagoljuk a taptalajhoz. A lombikokat 28°C-on, sikrazogepen 
(250 fordulat/perc, 2,5 cm kiteres) 3 napig razatjuk. A tenyeszetekhez 72 oras 
korban 0,1 mg/ml vegkoncentracioban mikofenolsavat adagolunk etilalkoholban 
oldva. A fermentaciot az adagolast kovetoen tovabbi 7 napon at folytatjuk. 
A biokonverzio vegen a 4,0 I terfogatu fermentlehez 2,0 I acetont es 4,0 I etil- 
acetatot adunk, majd a kevereket egy oran at kevertetjuk. Ezt kovetoen a 
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fazisokat szetvalasztjuk, majd a vizes fazist meg egyszer 4,0 I kloroformmal 
extrahaljuk. A kivonatolasok soran kapott emulzios szerves fazisokbol 
centrifugalassal alHtunk elo eles extraktumokat, amelyeket vakuumban 
beparolunk, majd a kapott nyerstermeket (2,0 g) 100 g Kieselgel 60 (szemcse- 
meret: 0,063-0,2 mm; Reanal) adszorbensbol keszitett oszlopon 
kromatografaljuk. A nyerstermeket kloroform - metanol - 99,5 %-os ecetsav 
(8,5:1,5:0,01) elegyben oldva visszuk fel az oszlopra es a kromatografia soran 
az el6bbi elegyet alkalmazzuk kifejleszto oldoszerkent. Az oszlop- 
kromatografalaskor 10 ml-es frakciokat szedQnk, es a frakci6kat vekonyreteg- 
kromatografiasan vizsgaljuk Kieselgel 60 F 254 DC alufolia (Merck) adszorbenst 
es a fenti kifejleszto elegyet alkalmazva (1 %-os etanolos FeCI 3 -as elohlvas 
szobahfimersekleten). A fokent mikofenolsav-amidot tartalmazo frakciokat 
egyesrtjuk, majd a kapott oldathoz (120 ml) 40 ml ionmentes vizet adunk. 
A keverek kemhatasat 1n natrium-hid roxid oldattal pH = 4,0-4,5-re allltjuk. 
A fazisokat szetvalasztjuk, majd a vizes fazist meg egyszer 40 ml kloroformmal 
extrahaljuk. Az egyesitett extraktumot vakuumban beparoljuk, majd a kapott 
termeket (0,3 g) 30 g Kieselgel 60 (szemcsemeret: 0,063-0,2 mm; Reanal) 
adszorbensbol keszitett oszlopon tovabb kromatografaljuk. A kromatografalo 
oszlopot 10 % etil-acetatot tartalmazo metilen-klorid - etil-acetat eleggyel 
keszitjuk es az elucio soran 10 %-onkent novelt etil-acetat tartalmu metilen- 
klorid - etil-acetat elegyeket alkalmazunk. A kromatografia soran 15-20 ml-es 
frakci6kat szedunk es a frakcibkban a termeket vekonyretegkromatografiasan 
vizsgaljuk a fentiekben lefrt korulmenyek kdzott. (A vizsgalatok soran etil-acetat 
- benzol (2:1) elegyet is alkalmazunk futtato rendszerkent). A termek 40 % etil- 
acetat tartalmu metilen-klorid - etil-acetat eleggyel oldodik le az oszloprol. 
A termeket tartalmazo frakciokat vakuumban beparoljuk, es igy 0,2 g 
kromatografiasan tiszta mikofenolsav-amidot kapunk. 
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IR: 3433; 1737; 1665; 1622 cm" 1 

1 H-NMR (CDCI 3 , 5 TMS = 0 ppm): H 2 -3, 5,19 (s, 2H); 4-Me, 2,31 (s, 3H); 5-OMe, 
3,76 (s, 3H); H 2 -1\ 3,38 (d, J=6,3 Hz, 2H); H-2', 5,24 (t, J=6,3 Hz, 1H); 3'-Me, 
1,80 (s, 3H); H 2 -4' es H 2 -5', 2,14 (br, 4H) 

13 C-NMR (CDCU, 8 TMS = 0 ppm): C-1, 172,8; C-3, 70,0; C-3a, 144,1; C-4, 122,0; 
4-Me, 11.4; C-5, 163,5; 5-OMe, 61,0; C-6, 116,7; C-7, 153,5; C-7a. 106,3; C-1', 
22,5; C-2\ 123,0; C-3', 134,2; 3'-Me, 16,0; C-4', 34,2; C-5', 34,9; C-6', 176,4 

Tomegspektrumok 

Elektron ionizacios (El) tomegspektrum 
Jellemzo spektrum adatok: 

El (70 eV): ([M] +# ) 319, C 17 H 21 NO s ; m/z 302, C 17 H 18 0 5 , [M - NH 3 f; m/z 301, 
C 17 H 19 N0 4 , [M - H 2 Of; m/z 261, C 15 H 17 0 4 , [M -*CH 2 CONH 2 ] + ; m/z 207, 
C^H^O^ [M - - C 5 H 8 CONH 2 r. 

Kemiai ionizacios (CI) tomegspektrum 
Jellemzo spektrum adatok: 

CI (/-butan): [M+H] + 320; [M] +# 319; m/z 303, [M+H - NH 3 ]*; m/z 207, [M - 
# C 5 H 8 CONH 2 r. 

5. pelda 



A Streptomyces resistomycificus 1/28 jelii torzs (NCAIM (P)B 001276) CM jelu 
ferdeagaron novesztett tenyeszeterol keszitett sejtszuszpenzioval a 4. szamu 
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peldaban leirt modon vegezzuk az inokulum tenyeszet kesziteset es a 
biokonverziot. 

A biokonverzio vegen a 4,5 I terfogatu fermentlevet a 4. peldaban leirt modon 
extrahaljuk. Az extraktumok vakuumbeparlasaval 3,8 g nyerstermeket kapunk, 
amelyet 114 g Kieselgel 60 (szemcsemeret: 0,063-0,2 mm; Reanal) 
adszorbensbol keszitett kromatografalo oszlopon tisztitunk. A kromatografias 
tisztitas soran kloroform - metanol - 99,5 %-os ecetsav (8,5:1,5:0,01) elegyet 
alkalmazunk kifejleszt6 rendszerkent. A kromatografalaskor 15-20 ml-es 
frakciokat szedunk, amelyekben a termeket a 4. peldaban leirt modon 
vekonyretegkromatografiasan analizaljuk. Az analizisek soran kloroform - 
metanol - 99,5 %-os ecetsav (8,5:1,5:0,1) elegybol alio futtato rendszert 
alkalmazunk. A fokent hidroximetil-mikofenolsav-amidot tartalmazo frakciokat 
egyesitjuk es az oldatot a 4. peldaban leirt m6don feldolgozzuk a beparlashoz. 
Az oldat beparlasa utan kapott termeket (0,4 g) 40 g Kieselgel 60 
(szemcsemeret: 0,063-0,2 mm; Reanal) adszorbensbol keszitett oszlopon 
tovabb kromatografaljuk. A kromatografalo oszlopot kloroformban keszitjuk es 
az elucio soran 1 %-onkent novelt metanol tartalmu kloroform - metanol 
elegyeket alkalmazunk. A kromatografia soran 10 ml-es frakciokat szedOnk es 
a frakciokban a termeket vekonyretegkromatografiasan viszgaljuk a fentiekben 
leirt korulmenyek kozott. A termek 5 % metanol tartalmu kloroform - metanol 
eleggyel oldodik le az oszloprol. A termeket tartalmazo frakci6kat vakuumban 
beparoljuk, es a kapott termeket (0,3 g) 300 ml Sephadex LH-20 (Pharmacia, 
Svedorszag) gelt tartalmazb oszlopon metanol oldoszert alkalmazva tovabb 
tisztitjuk. A gelszuresi kromatografia soran 10 ml-es frakciokat szedunk es a 
frakci6kat vekonyretegkromatografiasan vizsgaljuk a fentiekben leirt korul- 
menyek kozott. A termeket tisztan tartalmazo frakciokat egyesitjuk es 
vakuumban beparoljuk. Igy 0,22 g kromatografiasan egyseges hidroximetil- 
mikofenolsav-amidot kapunk. 
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A kapott termek spektroszkopiai jellemzoi: 
IR: 3339; 1735; 1657; 1615 cm" 1 

1 H-NMR (CDCI 3 , Sjms = 0 ppm): H 2 -3, 5,41 (s, 2H); 4-CH 2 -OH, 4,68 (s, 2H); 
5-OMe, 3,78 (s, 3H); H 2 -1\ 3,38 (d, J=6,5 Hz, 2H); H-2\ 5,26 (t, J=6,5 Hz, 1H); 
3-Me, 1,80 (s, 3H); H 2 -4' es H 2 -5', 2,25 (br, 4H) 

13 C-NMR (CDCI 3f = 0 ppm): C-1, 173,6; C-3, 71,5; C-3a, 146,8; C-4, 
122,0*; 4-CH 2 OH, 57,8; C-5. 164,1; 5-OMe, 62,9; C-6, 123,6*; C-7, 156,1; C-7a, 
108,2; C-1', 23,4; C-2\ 124,2; C-3', 135,3; 3'-Me, 16,2; C-4', 35,3; C-5', 36,5; 
C-6\ 178,7. 

T6megspektrumok 

Pozitiv (+) es negativ (-) FAB spektrumok 
Jellemzo spektrum adatok: 

+ es - FAB (xenon, 9 kV): [M+H] + 336; m/z 318, [M+H - H 2 Of; [M-H]" 334. 
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Szabadalmi igenypontok 



1. Mikrobiologiai eljaras az (I) altalanos kepletu vegyuletek eloallltasara, ahol 
R, jelentese metil- vagy hidroximetil-csoport, tovabba R 2 hidroxil- vagy 
aminocsoportot jelent, azzal jellemezve, hogy a Mezogazdasagi es Ipari 
Mikroorganizmusok Nemzeti Gyujtemenyeben NCAIM (P)F 001269 szamon 
letetbe helyezett Peniciilium waksmani gombatorzset asszimilalhato szen- es 
nitrogenforrasokat, valamint asvanyi s6kat tartalmazo taptalajon 22-30°C-on 
tenyesztjuk es a kepzodott (I) altalanos kepletu vegyQIetet, ahol R, jelentese 
metllcsoport es R 2 jelentese hidroxilcsoport, a fermentlebol elkuldnltjOk es 
klvant esetben tisztftjuk, majd klvant esetben 

a) olyan (I) altalanos kepletu vegyulet eloallltasara, ahol R, jelentese 
metilcsoport es R 2 jelentese aminocsoport, a Mezogazdasagi es Ipari 
Mikroorganizmusok Nemzeti Gyujtemenyeben NCAIM (P)B 001275 
szamon letetbe helyezett Streptomyces sp. bakterium torzs tenyeszetevel 
vagy 

b) olyan (I) altalanos kepletu vegyulet eloallltasara, ahol R, jelentese 
hidroximetil-csoport es R 2 jelentese aminocsoport, a Mezogazdasagi es 
Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gyujtemenyeben NCAIM (P)B 001276 
szamon letetbe helyezett Streptomyces resistomycificus bakterium torzs 
tenyeszetevel 

asszimilalhato szen- es nitrogenforrasokat, valamint asvanyi s6kat 
tartalmazo taptalajon, sullyesztett, levegoztetett korulmenyek kozott a 
biokonverzio befejezodeseig fermentaljuk, majd a keletkezo (I) altalanos 
kepletu vegyuletet a tenyeszetbol elkQISnltjuk es klvant esetben tisztltjuk. 
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